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Summary 
Changes in the activity of Taka-amylase A after heat denaturation and the reactivation 
of denatured Taka-amylase A were measured under various conditions. 
1. Denaturation by heating were accelerated when the concentration of enzyme and 
ionic strength was increased. 
2. The reactivation ratio, when cycloheptaglucan and a-phenyl maltoside were used 
as low molecular substrates, was higher than the ratio, when amylase was used as a 
molecular substrate. 
3. The optimal pH of the reactivation was 7…8. At the reactivation stage, the p臼
of reaction mixture was important, and the presence of buffer solution and its concentration 
were les important. 
4. When the activity assay of Taka-amylase A was carried out under various pHs, 
the optimal pH of the enzyme reactivated at pH 7-8 was found to be Imγer than those of 
native enzyme and the enzyme reactivated at p百 5.3.
Those facts suggests that a fine structure of active site of the enzyme reactivated at pH 
7-8 may be somewhat different from the structures of native enzyme and of the enzyme 
reactivated at pH 5.3. 
はじめに
Tal王a-amylaseA (TAA）を各務：の変性方法により処理した後にj討する，活性の回復については
多くの報告がおる．駿変性については高木らJI，尿素変性については伊勢村ら2）の報告があり，
加熱変性bよびその後の加圧による活性の回復については宮川3）の報告がある．百字素溶液の加熱
変性i汚，.：h、よび活性副復i待に，かける条件によって，語字素に与える影響が呉るものと考えられたの
で， Cycloheptaglucan(CHG), Soluble srtachなどを務質として，本実験を試みた．
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実験試料
1. Taka・amylaseA CT AA）：既報4）同様，池中5）の方法により， アセトン水溶液から三留
さぜたものである．酵素濃度は EHl,0 =23.3から計算した．
2. Cycloheptaglucan (CHG): CHG は組結晶をさらに精製したもので，精製法ふ、よび純度
の通りである．
3. Amylose: 前報6）と同一の凍結乾燥標品を使用した．
4. Soluble starch (S. starch): 試薬特級（純正化学K.K.）を使用した． このものは 3,5…
dinitros呂！icylie acid法によっては還元カを示さなかった．
5.α－Phenyl maltoside （α姐PM): 試薬特級（和光純薬K.K.）を使用した．
実験方法，結果および考察
酵素活性の澱定：酵素の活性は前報6) I可様に， α…PM以外は 3,5-dinitrosalicylic acid法によ
り， 540mμ の光学密度（O.D.）をブランクを対照として測定した．また α－PM基質の場合は生
成したフェノーノレを比色測定した．
1. TAAの加熱変性時，および活性回復時においての TAA濃度と酢畿カルシウム濃度の彩
：加熱変性にさいして，緩衝液を加えると，イオン強度が増加するために変性作用が強く働き，
活性の低下が若しい。このため，本実験にかいては緩衝液を加えずに加熱した．
酵素濃度かよび安定郊である酢酸カノレシウム濃度が加熱時，かよび活性回復特に及ぼす影響を
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Fig. 1. T AA activities after heat denaturation. 
heating: 80°C, 5 min.; reaction: 25° C, pH 5.3, lOmin.; S: S. 
starch; G: CHG; p: precipitated +: activity retain日d；一： in
activated;*: reactivated (25°C, pH 5.3, 22hr.) 
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示したのがFig.1である．基質としては， CHG（鴎中， G），為、よびS.starch （匡i中， S）を使用し
た．加熱は酢酸カルシウムを含i:.tTAA溶液（pH6.3）を，緩衝溶液を加えずに80°Cで5分間？？
なった．活性の部定は，加熱直後の酵素液， bよび25°Cで22時間0.2M (p註 5.3）中
で活性を留復させた欝素液について，それぞれ同温度で10分間反応させた後に行念った. lg]中の
十なよび 記号は，それぞれ加熱直後に活性てと示したものなよび示さないものを表わし，＊記号
は加熱寵後には活性を示さなかったが， 22時間活性を回復させた後に活性を示したものである．
Fig. 1にかいて，酢酸カルシウムi＞＇よび酵素の濃度が高くなるにつれて，加熱により白濁ない
し沈激を生じた．白濁を生じても，必ずしも活性が完全には消失せず濁りの程度がうすい場合に
はわずかながら活性を示した．酵素濃度が高くても，酢酸カノレシウム議度が低い時には活性を示
した．宮下酸カノレシウム護震が低い場合には，実験の範問内の苦手素濃度では活性を示す筈であるが，
酵素濃度が低すぎると活性の測定ができず，見掛け上，不活性を示した．したがって，
がよぴ酢酸カルシウム幾度では， S.strachより加水分解され難い C狂G のみが， 不活性を示す
結果となり，また22時間の活性の閥復によって，高い酵素濃度領域での CHGの活性の発現，低
い苦手素濃flt領域での S.srtachの活性の発現として観察された．もちろん，加熱度後に活性を示
したものはn時間の活性の囲復によって，その活性の程度が増加していた．要約すると，加熱変
性の程度は，酵素濃度なよびイオン強度の増加により増加するものと推定された．
2. 加熱変性TAAのこ， Zの基震に対する活性の回復察： TAA溶液（pH6.3）を 80°Cで
5分間加熱し，活性の鴎復を良好にするため，緩衝液を加えずに， 3,23,4811寺間， 25°Cに保っ
た.CHG，α－ PM, Amy loseについて，議二者では TAA濃度0.1%，後者では0.00196濃度のも
のを用い，活性の匝復率を無処理（未変性）のものに対する生成物の比として Fig.2に示した．
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Fig. 2. Reactivated ratio of heat denatured TAA for a few susbstrates. 
heating: 80°C, 5min.；τAA solution: pH 6.3; reactivation: 
25°C, unbu釘er巴d.
これからわかるように活性の回復はほぼ同様念経過をとった.CHG，α…PMに対する TAA濃
度は Amyloseに対するそれの100倍で， 0.196とかなりの高濃度であるが， 緩衝液を加えていな
いので，高議度による酵素の阻害は無視できると考えると，閥復率は低分子物質の方が，高分子
物質よりも幾分良いこととなる．したがって高分子物質に作用する酵素の構造は低分子物質に作
用する酵素のそれよりも，より厳密な構造を要求されるものと考えられる．
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3. 加熱変性 TAAの活性の胆復におよ！ます鰻衝液の影響： TAAを80。C で5分間加熱し，
25°Cで活性を！回復させた際に， 緩衝液の王子在下に行わせるか否かは活性の回復に大きな影響を
与えた．この した結果を Tab.1に示した．表に示したものは，活性を 3時間
出復させた時の伎で， S.starch (1タム lml),Amylose (0.2タム 3ml),CHG (O.OlM lml）αP説
Table I. Influence of buffer for TAA activities at reactivation. 
Substrates 
S. starch 
Amylase 
CHG 
町一PM
Reactivated 
Native acetate buffer pH 5.3 
0.2 ~ν1 
1.03 0.115 
0.80 0.140 
1.13 0.033 
0.30 0.005 
heating: 80°C, 5 min. 
reactivation: 25°C, 3 hr. 
reaction: 25°C, 5 min. 
0.02 M 
0.115 
0.025 
0.009 
figures: reducing power or phenol produced 
unbuffered 
0.368 
0.232 
0.3i7 
0.134 
(0.05M, lml）の各基質について，前三者では TAA濃度0.00196，後二者では TAA濃度0.196
をそれぞれ使用し， 25°C,pH 5.3にふ、いて5分間反応させたものである．これからわかるよう
存在は実験の濃度の範凶内で著しく活性の回復を阻害した．一方緩衝液の濃度の相
てと影響を与えなかった．緩衝液無添加国予素液（pH6.3）と対比して考えた場合に，
その存否，濃度よりも， p廷の相違にもとずくものが大きいと考えられた．
4. 加熱変性 TAAの活性自復におよiます pHの影響： TAA溶液（酢酸カルシウム濃度 2x
I0-5M, pH 6. 3）を緩衝液を加えずに， 80°Cで5分間加熱し， 25°Cで21時間活性を自復させた
後， S.starch i字、よび CHGを基質として， 25°C，各 p日で10分間酵素反応を行わせ， 反応の至
適 pHを求めた結果を Fig.3に示した．この際， TAA溶液は， CHG基質の場合は0.196,s. 
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Fig. 3. Activities of r巴activatedTAA versus pH values in enzymatic reaction. 
heating: 80°C, 5min.; reactivation: 25°C, 2hr., unbuffered; reaction: 
25°C, lOmin. 
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starch 基質の場合は0.002労濃度のものを使用し，まずこ緩衝液は酢酸ナトリウム（pH3.0, 4.0, 
5. 3），；憐畿坂（p狂 6.0,7.0), Toris在Cl(pH 8.0, 9.0）を使用した．図から宝：＠ pHは両基質
共に， 4～6の砲に存在することがわかった．この値はFig.4に示したように，未変性 TAA溶
液の僚に一致した．
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Fig. 4. Optimal pH of native ’fAA. 
measurements of activity: amylase; 
D. P.7l CHG; 3, 5-dinitro salicylic 
acid 
つぎに，活性回復時にbける pHの影饗をみるために， TAA溶液を上記同様に加熱変殺さ
せ， これに緩衝液を加えて，各 pHに調整し，活性を回復させた.25°Cで2時間活性を回復
させた後， pHを5.3にもどし， 25°Cで10分間酵素皮応を行わせて，その活性を調べた結果を
Fig. 5にに示した． 留から活性の回復は pH7～8にbいて，急速に進行することが観察され
？こ．
熱変性 TAA溶液を， pH5.3 ;J己、よぴ pH7～8にふ、いて汚性を国復させ，その酵素ー液の活性の
至適 pHを， CHGj司、よび S.starchのi荷主主質に対して求めると， Fig.6ふ、よび Fig.7のようで
ある．
図から，両基質は同ーの傾向を示し， pH5.3に沿いて活性を回復させたものの3?.適 pHは未
変性のそれと大差なく，酵素の活性構造に変化はないものと推察された．
一方， pH7～8に立ずいて活性を盟復させたものは pHを5.3にもどさないと，ほとんど活性を
示さなかった．また，このものの至適 pHは未変性のそれと比較して，いくぶん酸性側に移動し
ていた．このことは， p狂7～8に沿いて活性を回復させた場合，酵素の活性構造に未変性のそれ
と較べて，何らかの変化がbこり，この変化を除去するために，より酸性の場が要求されたこと
を示すものと推定された．
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Fig. 5. Activities of heat denatured TAA V巴rsuspH valu邸
at reactivat10n stage. 
heating: 80°C, 5min.; reactivation: 25°C, 2hr.; reac-
tion: 25°C, lOmin., pH 5.3 
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Fig. 6. Activities of TAA reactivated at pH 5.3 versus pH values 
1n enzymatic reaction. 
heating: 80°C, 5min.; reactivation: 25°C, 2hr., pH 5.3; 
reaction: 25°C, lOmin. 
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Fig. 7. Activities of TAA reactivated at pH 7-8 versus pH values in 
enzymatic reaction. 
heating: 80°C, 5min.; reactivation: 25°C, 2hr., s. starch 
pH 7, CHG pH 8; reaction: 25°C, lOmin. 
摘要
7 
TAA 溶液の加熱変性為、よびその後の活性の回復を， CHG，αPM,S. starch, Amy loseを基質
として，各種条件のもとで検討した．
1. 加熱変性の程度は貫主素謎度名、よびイオン強度と共に増加した．
2. 活性の酉復率を，それぞれの基質に対する熱変性と未変性酵素の活性比として求めた結果
によれば，由復率は低分子基質である CHG，αP況に対するものが高分子基質である Amylose 
に対するものよりもいくぶん高かった．
3. 活性回復時にふ、ける緩筏液の影響は，その存否，濃度よりも，その時の pHにもとずくも
のが大きく， pH7～8にお、ける国復が急速であった．
pH 7～8で閥復させたものは，一度数性にもどすと活性が高くなった．
活性と pHの調係をみると， pH5.3で毘復させたものの活性が，未変性のそれと類似するの
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に対して， pH7～8で回復させたものはより酸性側に活性最大のピークが存在することがわかっ
た．このことは，アルカリ性条件下で起った活性格迭の変化を打ち消すために，より酸性：念場が
要求されたものと推定された．
本研究にHH＞た， CHGのおlキふ%を快く怒らされたi波大路＊科学研究所 f福井俊郎教授に感謝します。
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